シンセイジ ラット テイサンソセイ キョケツセイ ショウガイ ノウ ニ オケル TrkB ノ ハツゲン ゾウキョウ ニ ツイテ by 成宮 正朗
Enhanced expression of full-length TrkB
receptors in young rat brain with
hypoxic/ischemic injury
著者 成宮 正朗
発行年 1999-03-26
その他の言語のタイ
トル
新生仔ラット低酸素性虚血性障害脳におけるTrkBの
発現増強について
シンセイジ ラット テイサンソセイ キョケツセイ 
ショウガイ ノウ ニ オケル TrkB ノ ハツゲン ゾ
ウキョウ ニ ツイテ
URL http://hdl.handle.net/10422/2579
氏名・（本籍）
学位の種類
学位記番号
学位授与の要件
学位授与年月日
学位論文題目
成　宮　正　朗（滋賀県）
博士（医学）
博士第303号
学位規則第4条第1項該当
平成11年3月26日
Enhanced expression of fulHength TrkB receptorsin youn9　rat brain with
hypoxic／ischemicinjury
（新生仔ラット低酸素性虚血性障害脳におけるTrkBの発現増強について）
審査委員　　主査　教授　　野　田　洋　一
副査　教授　　野　坂　修　一
副査　教授　　島　田　司　巳
論文内容の要旨
【目　的】
周産期の低酸素性虚血性脳症（hypoxic／ischemic encephalopathy，HIE）は、脳性麻痺や知能障害
など多くの重篤な神経学的後障害を引き起こす。したがって、HIEの予防法ならびに治療法の確立
は小児神経学における重要な課題の一つである。現在までに、多くの神経栄養因子が種々の原因に
より障害を蒙った神経細胞の生存維持に寄与していることが明らかになってきている。そのうち、
脳由来神経栄養因子（BDNP）やNT－4／5は、TrkB受容体と結合し神経細胞に作用することが知ら
れている。BDNFとその受容体であるTrk】〕の脳内における分布は多種類の細胞にわたっている。そ
のため、両者の影響は広範囲におよび、生理的あるいは非生理的な状況において重要な働きをして
いると考えられる。最近、痙攣、虚血などの脳侵製によりBDNFのmRNAおよびTrkBのmRNAと蛋
白が増加することが報告されており、脳障害過程での神経細胞保護機転におけるBI）NPとTrkBの重
要性が示唆された。しかし、これらの研究は成熟脳を対象としており、周産期のHIEでのBDNFお
よびTrkB受容体の動態については未だ不明な点が多い。以上のことより、本研究においてはまず
TrkB蛋白の正常脳における発遠に伴う変化を観察し、次に新生仔ラット低酸素性虚血性障害脳に
おける発現を免疫組織化学的に検討した。
【方　法】
正常発達の検討にはSprague－Dawley（SD）ラットを用いヾ胎生19日、生後0，3，7，14，30，
240日の各日齢に2％paraformaldehydeを含む0．1M phosphate buffered saline（PBS）を用いて濯流
固定を行った（正常対照群）。抽出した脳を同液で2時間後固定し、さらに30％庶糖を含む0．1Mリ
ン酸緩衝液に数日濯浸潰した後、20〝mの冠状断凍結切片を作製しスライドガラスに貼付した。
HIEモデルの作成には、生後7日目のSDラットを用いた。深麻酔下でラットの左頸動脈を結繁・切
断した後、8％酸素と92％窒素との混合ガスを満たしたガラス容器の中に34℃で2時間留置したも
のをHIE群とした。負荷後3，24，48，96時間、7，13日目に、正常対照群と同様の方法で凍結切
片を作製した。免疫染色は一次抗体としてpolyclonal抗TrkB抗体（Santa CruZ社）を用いてavidine－
biotin－PerOXidase（ABC）法にて行った。また、TrkB陽性細胞の性質を明らかにするため、星状膠
細胞の標識として抗GFA抗体（Oncogene社）および小膠細胞の標識として抗0Ⅹ－42抗体（Serotec社）
を用いて、それぞれTrkBとの二重染色を行い検討した。さらに、正常対照群、HIE群ともに海馬
CAlが出現し始めるレベルから400〃m尾側の切片と、さらに尾側方向へ200〟m間隔で2切片を抽
出した。これらの切片の大脳皮質につき、大脳縦裂から1mm側方の部位から1mm幅のカラムを設定し、
その中にあるTrkB陽性細胞数の平均値をHI群非結繁側と正常対照群につき比較し、統計的検討を行っ
た。
【結　果】
正常ラットの生後0日目に、すでに梨状葉にTrkBを発現する細胞および脳表に向かう突起様の
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構造がみられはじめ、以後日齢にともなってTrkB陽性細胞は増加し、大脳全体に分布するように
なった。大脳皮質および海馬においては、これらのTrkB陽性細胞は形態学的に錐体細胞および小
出）神粍細胞と考えられた。生後30日目にはTrkB陽性細胞の密度と分布状態はほぼ成獣と同様と
だった。HIE群においては低酸素負荷後3時間目に免疫反応の低下した部位が観察され、負荷後24
号出目にはその周囲の細胞でTrkBの発現を示す強い染色性が見られた0この染色性の克進は神経
甘2体および輯状突起におよび、負荷後48時間目までみられ、96時間目以降観察されなくなった。
また11二雷脳ではみられない大脳皮質の層にも、HIE群ではTrkB陽性細胞の出現が認められた0　さら
，二大附支持こ設定したカラムでのTrkB陽性細胞数は、HIE群において負荷後24時間と48時間で正常
悍二比し鋸つこ増加していることが明らかとなった（p＜0・05）。抗GFA抗体および抗Ⅹ0－42抗体と
）重来色では、TrkBとこれらの抗原を同時に発現する細胞は認められなかった。
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′1・！・kl刑性細山は、その形態学的特徴および二重染色の結果から、神経細胞と考えられた。正常
ぅット大脳におけるTrkB陽性細胞の発達については、陽性細胞は生直後より出現し始め、さらに
牛餃0から7日目にかけて神経細胞体と樹状突起にTrkB蛋白が強く発現していた。このことは、
ノill・kIうおよびそのリガンドが細胞体のみならず樹状突起の成長に重要な役割を担っていることを示
接するものである。H工Eにおいては、障害早期から梗塞周囲においてTrkBの染色性も強くなり、細
胞密度も増えていたが、負荷後4日以降はTrkB蛋白の発現に変化が認められなかった。このこと
は、低席末性虚血性侵盟により、特にsublethalな障事を蒙っている梗塞巣周囲の神経細胞に強く
Tl－ki3受容体か訪草され、BDNPやNT－4／5がTrkB受容体と結合することにより神経細胞の防御に働
くことか推察された。また非結繁側大脳皮質においても陽性細胞数が増加していたことから、低酸
末のみの障雷に対してもTrhB蛋白は反応し、防御機転に関与している可能性が示唆された。
m吉＋諭】
′11I刷受容体は、BDNFやNT－4／5と結合することを通して、新生仔低酸素性虚血性障害による神
経細馴章雷の防御過程において重要な役割をになっていることが推察された。
論文審査の結果の要旨
神々の伸鉦来館因子が神経系の陣事時における神経細胞の生存維持に関わっていることが明らか
にされている　しかし、未燕脳の低酸素D虚血状態（HIE）における神経栄養因子の役割について
は不明な点か幸い。本研究では、神経栄養因子の一つである脳由来神経栄養因子（BDNF）のHIE
における関わりを明らかにするため、一側頸動脈結繋e低酸素負荷によるHIEモデルラットを作成
し、BDNFの受容体であるTrkB蛋白の脳組織内発現を免疫組織学的に検討した。その結果、正常未
熟脳ではrm用陽性細胞は生後早期からみられ、形態学的に神経細胞と同定された。また、TrkBは
伸縮間色の細胞体と榊状突起に強く発現していた。HIEでは障害後早期に大脳皮質の梗塞巣周囲で
11－1k即相識‖胞の染色性か元進し、かつ陽性細胞の密度も増加していた。非結集側でも、TrkB陽性
榊路が封摘早期に増加した。このことよりTrkBは、幼君脳では神経細胞の細胞体と樹状突起
の成長に重要な役割を担っていること、およびHIEによる脳障害では神経細胞の防御過程に強く関
与していることか示唆された。
以上の結勘まHIEにおけるTrkBに関する初めての報告であり、神経栄養因子の臨床応用の基礎的
な分畑こ宥与するところが大きい。
したかって、本論文は博士（医学）の学位論文として価値あるものと認められる。なお、本学位
捜与申読者は平成11年2月17日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け、合格と認められたも
のである
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